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(54) Cinidlo pro stanoveni katalytické koncentrace aminotransferas
ohsahujici kyselinu pyridoxal-5-fosfore&nou

Cinidlo s kyselinou pyridoxal-5-
-fosforednou pro stanoveni katalytické
koncentrace aminotransferas obsahuje
kyselinu pyridoxal-5-fosforeZnou, tris-
(hydroxymetyl)aminomethan, neutr&lni
tensidy, nap¥. polyetylenglykol nebo
ethoxylovany oleylalkohol, neutr&lni
plnidlo, nap¥. chlorid sodny nebo draselny,
laktosu, maltosu, dextran. Roztok p¥ipraveny
2z tohoto &inidla je st&ly n&kolik m&sicd
pti teplot& +2 aZ +8 °C.
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vyndlez se tyk& &inidla pro stanoveni katalytické koncentrace aminotransferas obsahu-
jictho kyselinu pyridoxal-5-fosfore&nou.

Stanoven{ katalytické koncentrace aminotransferas v krevnfm séru nebo plasmé je
velmi cennou analysou umoZhujici zna®né zp¥esn&ni diferencidlni diagnostiky jaternich
a ischemickych srde&nfch chorob. Proto se stalo od svého zavedeni do klinické praxe jednou
2z nej&ast&ji provddé&nych analys v klinické biochemii.

Préce zvefejndné v poslednich deseti letech jednozna®n& potvrzujil, %e kyselina pyrodoxal-
-5-fosforefnd je koenzymem aminotransferas. Hladina endogenni kyseliny pyridoxal-5-fosforefné
je dosti variabilni a &asto je pod fyziologickou koncentraci. Proto je nutné reaké&ni
sm&s saturovat pY¥idavkem kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né. Tento zplisob stanoveni katalytické
koncentrace aminotransferas je té%Z doporudovén i v referenéni{ metod& Mezindrodni federace

klinické biochemie.

vV Yad® pfipadl lze naopak z katalytické koncentrace aminotranferas stanovenych v pfitom-
nosti p¥ebytku exogenni kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né usuzovat i na deficit endogenni
kyseliny pyridoxal-5-fosfore®né, Tato hodnota nabyvd téZ stédle vét3fho klinického v¢znamu.

V souasné dob& se pracovni roztok p¥ipravi tak, Ze k pufrovanému roztoku substrdtu
se ptidd kyselina pyridoxal-5-fosfore&nd. Tim dojde k vyraznému sni%eni stability zdsobniho
roztoku pufru asi na jednu t¥etinu pGvodni doby. Tento nedostatek miZe byt odstranén,
ptipravi-1li se mnohondsobn& koncentrovany roztok kyseliny pyridoxal-5-fosforeéné, ktery
se t&sné pfed pouZitim p¥idd do reakdni smé&si. AvZak kyselina pyridoxal-5-fosforelnd
je ve vodnych roztocich nejen velmi mdlo rozpustnd, ale i omezen& stidld. Rozpustnost
kyseliny pyridoxal-5~fosfore&né se miZe snadno zvy3it, upravi-li se pH alk&lif na hodnotu
vy5&{ neZ 6,5. Ukdzalo se, Ze b&3né alkdlie jako jsou hydroxid sodny a uhliditan sodny
katalyticky urychlujf rozklad kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né. Proto je nutné vybrat
takovou substanci, kterd nastavi pH na poZadovanou hodnotu, kterd bude plsobit katalyticky
rozklad a kter4d té% bude kompatibilni s biochemickym analysovanym systémem.

zmin&né nedostatky podstatn® sniZuje &inidlo pro stanoveni katalytické koncentrace
aminotransferas obsahujicf kyselinu pyridoxal-5-fosfore&nou jeho% podstata spolivd v tom,
%Ye na 1 mmol kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né obsahuje 0,5 a%# 10 mmol tris(hydroxymetyl)-
aminometanu, 0,01 a% 1,5 g neutrdlnfho tensidu, nap¥. polyetylengylkolu nebo ethoxylovaného
oleylalkoholu a 0,35 a%¥ 60 g neutrélnfiho plnidla, nap¥. chloridu sodného nebo draselného,
laktosu, maltosu nebo dextran. Cinidlo je mo¥né p¥ipravit té%Z jako vodny roztok s 0,55 aZ
111 moly vody.

Cinidlo s kyselinou pyridoxal-5-fosfore&nou podle vyndlezu md nésledujici p¥ednosti.
Tris (hydroxymetyl)aminometan ptsobi soudasné jako alkdlie pfevddéjic{i obti#n& rozpustnou
kyselinu pyridoxal-5-fosfore&nou na dob¥e rozpustnou stl a mid specifickou vlastnost,
%e na rozdfl od jinych, b&%nych alkdlif, zvyduje stabilitu roztoku &inidla. V roztocich
s kyselinou pyridoxal-5-fosfore¥nou p¥ipravenych neutralizaci b&Znymi alkéliemi, napf.
uhli&itanem sodnym, po 4 tydnech bylo nalezeno pouze 10 % pivodniho obsahu d&inné l4tky.
Oproti tomu v roztoku obsahujicim tris(hydroxymetyl)aminometan bylo nalezeno 95 % kyseliny
pyridoxal-5-fosfore&né.

Tris (hydroxymetyl)aminometan je soudasnd kompatibilnf s analytickymi systémy nejlast&ji
u%{vanymi pro stanoveni{ katalytické aktivity aminotransferéz.

P¥rfklad 1

% 1 mmolu kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né nebo jej{ soli, 0,5 mmol tris(hydroxymetyl)-
aminometanu, 0,01 g polyetylenglykolu a 0,35 g chloridu sodného se p¥ipravi homogenni sm&s.
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Ve 20 ml destilované vody se rozpusti 0,1 mmol kyseliny pyridoxal-5-fosfore&né,
1 mmol tris(hydroxymetyl)aminometanu, 6 g chloridu draselného, 1 g ethoxylovaného oleyl-
alkoholu.

P¥{klad 3

K 1 ml reakéni sm&si obsahujici 122 mmol.l—1 tris. (hydroxymetyl)aminometanu, 244nnnl.1—1
kyéeliny L-asparagové, 0,20 mmol-1"% nikotinamidadenindinukleotid, 7,6 ukat.1”! malat-
dehydrogenasy, 11 ukat.l”1 lakt4dtdehydrogenasy se pY¥idd 20 ul roztoku &inidla s kyselinou
pyridoxal-5-fosforeénou p¥ipraveného dle p¥ikladu 2 a 100 ml analysovaného séra. Po 10 minu-
tdch preinkubace p¥i 30 °c je enzymovd reakce nastartovdna 100 ml kyseliny 2-oxoglutarové

1

o koncentraci 144 mmol.l1” ~. Zaznamendvi se zmdna absorbance p¥i 340 nm za €asovou jednotku

p¥i 30 °c.

PREDMET VYNALEGZU

1. Cinidlo pro stanoven{ katalytické koncentrace aminotransferas obsahujicf kyselinu
pyridoxal-5-fosforednou vyznafené tim, Ze na 1 mmol kyseliny pyridoxal-5-fosforelné obsahuje
0,5 g a% 10 mmol tris(hydroxymetyl)aminometanu, 0,01 aZ 1,5 g neutrdlnfiho tensidu, nap¥iklad
polyetylenglykolu nebo etoxylovaného oleylalkoholu a 0,35 aZ 60 g neutrdlnfho plnidla,
napf{klad chloridu sodného nebo draselného, laktosu, maltosu nebo dextran.

2. inidlo pro stanoveni katalytické koncentrace aminotransferas podle bodu 1 vyznalené

tim, %e obsahuje 0,55 aZ 111 mold vody.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

